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論文内容の要旨 
 
細菌のプラスミドは接合伝達を介して他菌株に伝達され、その結果生じる遺伝子の水平伝播は細菌の
環境適応や進化に大きく貢献している。プラスミド上には、薬剤耐性遺伝子や、重金属耐性遺伝子、
難分解性物質分解酵素遺伝子などの我々人類にとっても有用となりうる多くの遺伝子が存在し、
この伝達機構の詳細な解析は、細菌の適応・進化機構の理解だけでなく、臨床や環境浄化への細
菌の応用にも重要な知見となることが期待される。また、Tiプラスミドや IncP-1プラスミドの一
部は種のみならず界を超えて遺伝子を伝播することが可能であるため、多様な細胞への遺伝子導
入のツールとしても興味深い研究対象である。 
プラスミドの接合伝達現象が明らかになって以来、特定のプラスミドに関して伝達に必要な遺伝子群の
同定に始まり、それらの分子メカニズム解明まで多くの研究がなされてきた。特に、細菌から植物に伝達
される Ti プラスミドに関しては接合伝達の機序だけでなく、その制御因子まで詳細な解析が進ん
でいる。一方で、細菌間において伝達される多くのプラスミドに関しては、接合伝達を促進もしくは抑
制する因子、プラスミドの宿主域や伝達効率を決定する因子など未だ不明な点が多く、プラスミ
ドの伝達開始に関与するシグナルや、伝達相手の存在を認識する機構という接合伝達の根本的機
序の理解に必要な知見はほぼ皆無である。その原因の一つとして、プラスミドの伝達に関する研
究は、これまで、プラスミド支配因子に関するものが主であり、宿主側因子や環境因子が伝達に
与える影響に関する知見が少ないことが挙げられる。そこで、本研究では難分解性物質分解酵素
遺伝子を保持するプラスミドに焦点を当て、未だ知見が少ない接合伝達に関与する受容菌側因子
の同定と、その機構を解明することを目的として、(1) 受容菌因子の探索と既得受容菌因子候補
の解析、 (2) 受容菌因子による接合伝達制御機構の解析を行った。さらに、接合伝達がいつどの
ような条件で起こるのかという接合伝達の根本的機序に関する新規知見を得ることを目的に、(3) 
接合伝達関連遺伝子群の発現制御機構の解析を行った。 
 
(1) 受容菌因子の探索と既得受容菌因子候補の解析 
 本研究で対象としたナフタレン分解プラスミド NAH7 は自己伝達能を持ち、γ-プロテオバクテ
リアを宿主とする広宿主域性プラスミドである。本分野の先行研究により、NAH７の接合開始点 
(oriT ) 近傍に存在し、自己伝達性プラスミドに広く保存されている機能未知 traDEF オペロンは、
接合伝達効率に大きく寄与していることが示唆されている。特に、traF を破壊した NAH7 誘導体
(NAH7dF)の接合伝達効率は、供与菌と受容菌との組み合わせに強く依存しており、同属間の伝達
と Pseudomonas 属細菌から大腸菌への伝達は可能である一方で、大腸菌から Pseudomonas 属細菌
への伝達は不可能であった。このことから、接合伝達を抑制する受容菌（Pseudomonas 属細菌）因
子が存在していることが考えられたため、P. putida KT2440 株のトランスポゾン変異株ライブラ
リーを受容菌とし、大腸菌から NAH7dF を接合伝達で受容可能になる変異株を探索した結果、数種
の変異体株候補が得られていた。そこで、これら既得変異株候補について、NAH7dF の伝達に与え
る影響をさらに解析した結果、KT2440 株の ptsO、ptsP に変異が存在すると大腸菌から NAH7dF を
接合伝達で受容可能であることが判明した。大腸菌からの NAH7dF の伝達頻度は、野生型 KT2440
株を受容菌とした場合は検出限界以下であったのに対して、ptsO 破壊株では、約 10-4、ptsP 破壊
株では約 10-6であった。さらに、より伝達頻度の高かった ptsO 破壊株についてその相補株を作製
し、これを受容菌として NAH7dF の伝達頻度を計測した結果、接合伝達頻度は、野生型 KT2440 株
を受容菌とした場合と同様に検出限界以下となった。以上より、少なくとも PtsO は受容菌側で
NAH7dFの接合伝達の制御に関与する因子であると結論した。 
 
(2) 受容菌因子による接合伝達制御機構の解析 
 本研究により受容菌因子として同定された PtsO は、糖の取り込みに関与せず、窒素源の取り込
みに関与するとされている PTSNtr（Nitrogen related Phosphotransferase System）のリン酸基キ
ャリアータンパクである。PtsO は、PtsP からリン酸基を受け取り、さらに PtsN へとリン酸基を
転移する。ptsO だけでなく、ptsP 破壊株についても NAH7dF の伝達が確認されたことから、この
PTSNtrが接合伝達の制御に関与していると考えられた。そこで、ptsN 破壊株を作製し、これを受容
菌として、大腸菌からの NAH7dF の接合伝達を計測したところ、約 10-5の伝達頻度が検出された。
この結果より、受容菌の PTSNtrが NAH7dF の伝達を負に制御することが示唆された。PTSNtrは、様々
な細菌で多様な現象の制御に関与することが知られており、特に PtsN はリン酸化された状態と、
非リン酸化状態では異なる制御に携わることが知られている。本研究で新たに提示した接合伝達
の制御にもこのリン酸化状態が寄与している可能性が考えられたため、もっとも伝達頻度の上昇
が大きかった PtsO と、従来からリン酸化による制御を担うことが報告されている PtsN について、
それらのリン酸化部位に点変異を導入して接合伝達への影響を検討した。その結果、疑似リン酸
化状態や非リン酸化状態ではなく、野生型の PtsO もしくは PtsN が接合伝達の制御に重要である
こと、つまり PtsO や PtsN を介したリン酸基の転移が接合伝達の制御に寄与することが示された。
また、ptsN変異株に関しては、野生型 ptsNの相補によって接合伝達に関する表現型の回復は見ら
れることはなかったが、ptsN 破壊株に野生型 ptsO をトランスに供給したところ、NAH7dF を受容
した接合体は検出されなかったことから、ptsN よりも、ptsO が接合伝達の制御に寄与しているこ
とが示唆された。 
 
(3) 接合伝達関連遺伝子群の発現制御機構の解析 
本研究では、NAH7 の PtraD (oriT 近傍に存在し、効率的な接合伝達に必要であると示唆されてい
る遺伝子群 traDEF のプロモーター)、Pdtr (接合伝達において中心的役割を担う relaxase や
coupling protein をコードする遺伝子群のプロモーター)、Pmpf (タイプⅣ分泌装置をコードする
遺伝子群のプロモーター)、の３つの接合伝達関連遺伝子群のプロモーターに着目した。通常の培
養液を対象とした、GFP 強度を測定するレポーターアッセイでは、3 つのプロモーター活性は、対
照のネガティブコントロールと比較して顕著な差は検出されなかった。そこで、蛍光顕微鏡を用
いて single cell レベルでの解析を行うことによって、接合伝達関連遺伝子群が、一部の細胞で
のみ転写量が上昇する可能性について検討した。顕微鏡で、1000〜3000 cells を解析したところ、
接合伝達関連遺伝子群の発現量が著しく上昇している細胞を検出できなかった一方で、接合伝達
関連遺伝子群は非常に微量ではあるが、細菌集団で全体的に発現している可能性が示唆された。
さらに、FACS をもちいて、より多くの細胞（50 万 cells）を対象として発現が著しく上昇する株
の検出を試みたが、当該細胞群の検出には至らなかった。以上の結果から、接合伝達関連遺伝子
群は、細菌集団中において一部の細胞でのみ発現量が著しく上昇するというよりは、むしろ細菌
集団で全体的に微量ではあるが発現しており、接合伝達において関連遺伝子群の発現量は、その
ような微量な発現で充分である可能性が示唆された。さらに、接合伝達の鍵酵素である relaxase
の発現制御株を作製し、接合伝達に必要な relaxaseの量について検討した結果、relaxaseの転写
は非常に少量であっても接合伝達に十分であることが示唆された。 
 
 以上の研究より、接合伝達の制御に関与する受容菌因子の存在を示し、その制御機構として因
子のリン酸化状態自体ではなく、因子を介したリン酸基の転移が重要であることを示唆した。ま
た、接合伝達能力が著しく低下したプラスミドを用いて受容菌側で接合伝達に負に働く因子を探
索するという新しい試みを行い、その有用性を示した。接合伝達に影響を与える受容菌側因子の
報告例は非常に少ないが、この原因としてこれまでは欠失のないプラスミドを用いた研究が主で
あったことが挙げられる。本研究では、伝達能力が著しく損なわれたプラスミドをあえて用いる
ことで、プラスミドの伝達能力の高さにマスクされてしまっている接合伝達の制御に関与する受
容菌因子を検出できることを示した。さらに、単一細胞における接合伝達関連遺伝子群の発現解
析から、接合伝達には、関連遺伝子群の著しい発現の上昇は必要ではなく、微量な発現で接合伝
達には十分であることが示唆された。また、この結果から、接合伝達の誘導現象も存在しないこ
とが示唆された。Ti プラスミドの伝達に関しては植物側因子によって接合伝達が誘導されること
が報告されている一方で、本研究で示したように、細菌間の伝達においてそのような現象の存在
に否定的な結果が得られたことは興味深い。このような知見は環境中で、細菌間のプラスミドの
伝達が実際にどのように起こっているのかを解明する上で、重要であると考えられる。 
 
 
  
論文審査結果の要旨 
 
環境細菌間におけるプラスミドの接合伝達は、宿主細胞の環境適応・進化に大きく貢献してお
り、プラスミドの接合伝達に関する研究は、環境における細菌の適応や進化の機構の理解だけで
なく、環境浄化や遺伝学的ツールへの応用の点でも重要な研究対象である。プラスミドの伝達に
関する研究は、殆どがプラスミド支配因子に関するものであり、宿主側因子や環境因子が伝達に
与える影響に関する知見は極めて少ない。本研究では、未だ知見が少ない接合伝達に関与する受
容菌側因子の同定と、その機構の解明を目的とし、(1)受容菌因子の探索と解析、(2)受容菌因子に
よる接合伝達制御機構の解析を行った。さらに、接合伝達がいつどのような条件で起こるのかと
いう接合伝達の根本的機序に関する知見取得を目的に、(3)接合伝達関連遺伝子群の発現制御を解
析した。 
受容菌として Pseudomonas putida をプラスミドとして NAH7 を研究対象とし、(1)では、NAH7
誘導体の接合伝達阻害受容菌因子として PtsO を同定した。(2)では、PtsO が構成因子となっている
Pts
Ntr の接合伝達阻害への関与を明示し、その際、PtsNtr 構成各因子のリン酸化状態自身ではなく、
各因子から未知因子へのリン酸基転移が阻害に重要なことを示した。様々な細菌種での多彩な生
物現象の制御に PtsNtrが関与するが、接合伝達への PtsNtrの関与を新たに提示したことは非常に重要
な知見である。さらにこれら研究過程で、接合伝達による受容菌死という新しい現象を発見し、
その機構の解析や受容菌死が起こる条件も解析した。これまでに全く報告がなかった本現象は、
今までとは異なる視点から接合伝達を解明する上での研究の足がかりになる発見である。(3)では、
接合伝達関連遺伝子群発現を単一細胞レベルと捉えようとする新実験系に挑戦し、接合伝達には
関連遺伝子群の著しい発現上昇が不要なことを示した。接合伝達関連遺伝子群の発現や転写量が、
実際の伝達効率にどのような影響を与えるかという知見は非常に少なく、環境でのプラスミドの
挙動を理解する上で重要な知見といえる。 
 本研究の成果は、論文提出者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有す
ることを示しており、井上慧氏提出の論文は，博士（生命科学）の博士論文として合格と認める。 
 
